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PCT/DEOO/00927 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(rL l Rule 61.2) 


To: ' — 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Uate of mailing (day/month/year) 

11 December 2000 (11.12.00) 


International application No. 
PCT/DEOO/00927 


Applicant's or agent's file reference 
PCT/Bioserv 10 


International filing date {day/month/year) 
23 March 2000 (23.03.00) 


Priority date (day/month/year) 
26 March 1999 (26.03.99) 


Mppucant . , 

HEINRICH, Hans-Werner etal 





The designated Office is hereby notified of its election made: 

0 in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority 

19 October 2000 (19,1 0.00) 



Q in a notice effecting later election filed with the International Bureau 



2. The election £x] was 

□ 

Zi^M eXPira ' i0n ' 9 m ° nthS ,he Pri ° ri * da * «■ 32 .»«*. within ,he , im e undor 



was not 



The International Bureau of WIPO 


Authoriied officer 




34, chemin des Colombettes 


Maria Kirchner 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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VERTRAG 



fife 



R DIE INTERNATIONALE ZUS 
DEM GEBIET DES PATENTWE 



# 



ENARBEIT 
NS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

{Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des An m elders oder Anwatts 

PCT/Bloserv 10 


WFITFRFQ siene Mrtteilung uber die Ubermrttlung des intemationalen 

i cnw Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/00927 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

23/03/2000 


(Fruhestes) Priorrtatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

26/03/1999 


Anmekter 

BIOSERV AG et al . 



Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchen behdrde erstelft und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittett. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt 

\ 

Dieser intemationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _4 Blatter. 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in cliesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. 



Hinsichtlich der Sprache ist die intemationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

| | Die intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23. 1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten NucleotJd- und/oder Amlnosauresequenz ist die intemationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolts durchgefuhrt worden, das 
| | in der intemationalen Anmeldung in Schrfflicher Form enthalten ist 

| | zusammen mrt der intemationalen Anmeldung in com putertes barer Form eingereicht worden ist. 

pT| bei der Be horde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist 

|~X~[ bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

(XI Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Oftenbarungsgehalt der 
intemationalen Anmeldung im AnmekJezeitpunkt hinausgeht wurde vorgelegt 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftiichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 

2. [T) Bestimmte Anspruche haben slch ale nlcht recherchlerbar erwtesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde BnheltJIchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

pT| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 
| | wurde der Wortlaut von der Behdrde wie fotgt festgesetzt 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

m wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld til angegeben en Fassung von der Behdrde festgesetzt Der 
| | Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vortegen. 

6. Fotgende Abbildung der Zelchnungen ist mrt der Zusammenfassung zu verdffentiichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keinederAbb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
| | weil diese Abbildung die Erflndung besser kennzeichnet 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



PATENT? COOPERATION TREATY 

PCT 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORffl 

ZD 
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Applicant's or agent's file reference 
PCT/Bioserv 10 


SeeNotificationofTransmittaloflnterjjiJional Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Rep ort (Form PCT/IPEA/4I6) 


International application No. 

PCT/DE00/00927 


International filing date (day/month/year) 
23 March 2000 (23.03.00) 


Priority date {day/month/year) 

26 March 1999 (26.03.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
BO 1 J 20/22 


Applicant 


BIOSERV AG 





^Sim 

-X 



1 . ■ This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the^applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. ' 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of. 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 




Vlll 


□ 



Date of submission of the demand 

19 October 2000 (19.10.00) 


Date of completion of this report 

15 May 2001 (15.05.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE00/00927 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 
the description: 

pages _ *'H 

pages _____ 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-17 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



_, filed with the letter of 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



_, filed with the letter of 



| the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



1-7 



, filed with the letter of 1 1 August 2000 (1 1.08.2000) 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 . 1 (b)). 
| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

DKI contained in the international application in written form. 

| | filed together with the international application in computer readable form. 

| | furnished subsequently to this Authority in written form. 

| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

| | The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 
| | The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 



4. 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 



PCT/DE 00/00927 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-17 



1-17 



1-17 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



The document EP-A-0 3 00 74 0 discloses an immunoadsorbent 
for the removal of complement factor C5a to purify the 
blood, where monoclonal antibodies coupled to polystyrene 
are used (see Claims 1-6) . 

The immunoadsorbent defined in Claim 1 differs from this 
prior art in that antibodies directed against 
lipopolysaccharides (LPS) are additionally coupled to the 
support, this immunoadsorbent being suitable for the 
treatment of sepsis. 

US -A- 5 679 775 discloses the removal of LPS from blood for 
the treatment of sepsis by means of cation or anion 
exchangers (see Claim 1) . The use of LPS-specific 
antibodies is not, however, advised (see column 2, 
lines 28-34) . 

The combined use of antibodies directed against complement 
factors C3a and/or C5a and antibodies directed against LPS 
in accordance with the present Claims 1, 14 and 16, and in 
accordance with dependent Claims 2-13, 15 and 17, is 
therefore neither described in nor obvious from the 
searched prior art. It therefore satisfies the 



Form PCT/I PEA/409 (Box V) (January 1994) 



1 
I 



Irnational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT | pcT / DE 00/00927 



P 

PC] 



requirements of PCT Article 33(2) and (3). 



Form PCT/1PEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAJVflNATION REPORT 



temational application No. 
PCT/DE 00/00927 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii) , the description does not 
cite the documents EP-A-0 300 740 and US-A-5 679 775 or 
indicate the relevant prior art disclosed therein. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 




4*° m 

J VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSATPlMENTtHB EI I AU> UhM i 
I GEB ' ET PATENTWESENS I RECD 1 ^ MAY 2001 

^1 \f 1 PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
PCT/Bioserv 1 0 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
vorlaufigen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/00927 



Internationales Anmeldedatum^Ta^MonafrC/artr; 
23/03/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
26/03/1999 



Internationale Patentkiassiflkation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
B01J20/22 



Anmelder 

BIOSERV AG et al. 



en 



1 ' S^TTT^ ^°ff^\ p ^^^ wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragt 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Gbermittelt. u»c*unragn 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

D nnH/ 6 H en ^' ie f " ANLAGEN ^ dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspriichen 

Ze ' Chnun9en ' d » Oetadert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blaiter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenommenen Benchtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I H Grundlage des Berichts 



npwL Q rhn^r? tStel '^ 9 " ac /\ Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
19/10/2000 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten BehSrde: 

Europaisches Patentamt 
^jjJJ D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
15.05.2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Linker, W 

Tel. Nr. +49 89 2399 8703 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00927 



1. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmetdung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-11 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-17 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1 -7, eingereicht mit Schreiben vom 1 1 .08.00. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 uncl/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucieotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

H in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bet der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) {Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00927 



□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthatten, ist unterPunkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationafen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



1-17 
1-17 
1-17 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00927 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

In dem Dokument EP-A-0 300 740 wird ein Immunadsorber zur Entfernung von 
Komplementfaktor C5a zur Blutreinigung beschrieben, bei dem monoklonale Antikorper 
an Polystyrol gebunden eingesetzt werden (siehe Anspruche 1-6). 

Von diesem Stand der Technik unterscheidet sich der Immunadsorber nach Anspruch 
1 dadurch, daB zusatzlich Antikorper gegen Lipopolysaccharide (LPS) an den Trager 
gebunden sind, wobei dieser Immunadsorber zur Sepsistherapie geeignet ist. 

Aus US-A-5 679 775 ist bekannt LPS aus Blut zur Sepsistherapie mittel Kationen- oder 
Anionenaustauschern zu entfernen (siehe Anspruch 1), von der Verwendung von LPS 
spezifischen Antikorpern wird jedoch abgeraten (siehe Spalte 2, Zeile 28-34). 

Die kombinierte Anwendung von Antikorpern gegen Komplementfaktoren C3a und/oder 
C5a mit Antikorpern gegen LPS gemaG der vorliegenden Anspruche 1,14 und 16, 
sowie der abhangigen Anspruche 2-13, 15 und 17 wird daher im ermittelten Stand der 
Technik weder beschrieben noch nahegelegt und erfullt daher die Erfordernisse der 
Artikel 33(2) und (3) PCT. 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten EP-A-0 300 740 und US-A-5 679 775 of- 
fenbarte einschlagige Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Formblatt PCT/BeiblatV409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALE R^ECHERCH EN BE RIGHT 



\9 

rwi 



onalos Aktonzeichen 

^DE 00/00927 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 A61K39/44 B01J20A22 A61M1/36 
C07K16/18,C07K16/24 



C07K1/22 //C07K16/02, 



Nach dor Intemationaien Patentklasstrikation (IPK) Oder nach der nationalen Ktassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (KJassifikationssystem und Klassifikattonssymboie ) 

IPK 7 A61K A61M C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehbrende Verbffentiichungen, soweit diese urrter die recherchterten Gebiete fallen 



Wahrend der InternatJonalen Recherche konsultierte elektroniache Datenbank (Name der Datenbank und evti. verwendete Suchbegriffe) 

CHEM ABS Data, EMBASE, MEDLINE, BIOSIS, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertlch untor Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 94 21124 A (APPLIED IMMUNESCIENCES) 
29. September 1994 (1994-09-29) 
Seite 1, Zeile 10 -Seite 3, Zeile 21 
Seite 5, Zeile 18 -Seite 6, Zeile 24 
Seite 9, Zeile 5 -Seite 10, Zeile 2; 
label 1 en 1,2 

HOFFMANN O.N. ET AL: "Effect of 
hemofiltration on hemodynamics and 
systemic concentrations of anaphylatoxins 
and cytokines in human sepsis." 
INTENSIVE CARE MEDICINE, (1996) 22/12 
(1360-1367). , 
XP000939172 
Seite 89 

Seite 94, Zeile 1 -Seite 96, letzte Zeile 

-/— 
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m 



Weltere Veroffentllchungen sirtd der Fortsetzung von FeW C zu 
entnehmen 



El 



SieheAnhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentiichungen 

■A' Veroffentlichung, die den alkjemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E" afteres Dokument, das jedoch erst am odor nach dem intemationalen 
Anmeidedatum veroffentlicht worden ist 

•L" Veroffentltehung.diegeekjnetist, einen Prioritatsanapruch zweffelhaft er- 
acheinen zu lassen, oder durch die das VerdffentJichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen beeonderen Grund angegeben ist (wie 
auagefuhrt) 

•O* Verdffentiichung. die sich auf elne mandliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Aussteltung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, cfle nach dem intemationalen Anmeidedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koiikDort, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips oder der Ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben isf 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bodeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann alkun auf grand dleser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erftnde rise her Tatigkeft beruhend betrachtet werden 

*Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeft beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentiichungen cfieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend tst 
Veroffentlichung, die Mrtglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschtusses der intemationalen Recherche 



15. September 2000 
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(54) Title: IMMUNOADSORBER FOR USE IN SEPSIS THERAPY 
(54) Bezeichnung: IMMUNADSORBER ZUR SEPSISTHERAPIE 
(57) Abstract 

The invention relates to an immunoabsorber for use in sepsis therapy, especially for removing complement factors and 
lipopolysaccharides (LPS) and optionally other sepsis mediators such as TNF and interleukins from body fluids. The invention also 
relates to a method for producing said immunoadsorbers and to their use. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Immunadsorber zur Sepsistherapie, insbesondere zur Entfemung von Komplementfaktoren und Lipopolysac- 
chariden (LPS) sowie ggf. von weiteren Sepsis-Mediatoren. wie z.B. TNF und Interleukinen aus Korperflussigkeiten, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und ihre Verwendung. 
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Immunadsorber zur Sepsistherapie 



Die Erfindung betrifft Immunadsorber zur Sepsistherapie, insbesondere zur Entfer- 
nung von Kompiementfaktoren und Lipopolysacchariden (LPS) sowie ggf. von TNF 
und Interleukinen aus Korperfiussigkeiten, Verfahren zu ihrer Hersteliung und ihre 
Verwendung. 

Jahrlich erkranken in den USA, Japan und der EU ca. 3.5 Mill. Patienten an Sepsis. 
Bei einer Gesamteinwohnerzahl von 785 Mill, liegt die Inzidenz fur diese Lander 
unter 0,5%. Wenn jedoch hospitalisierte Patienten hinsichtlich der Erkrankungshau- 
figkeit untersucht werden, findet man 2,0 ±0,16 Sepsisfalle pro 100 Krankenhaus- 
aufnahmen. Die enorme gesundheitspoiitische und individuelle Bedeutung ergibt 
sich aus der Beobachtung, daft ca. 25 % dieser Patienten auch bei intensivster 
medizinischer Betreuung durch hochqualifizierte Spezialisten in modern ausgeru- 
steten Einrichtungen (Intensivstationen) das Syndrom des septischen Schocks er- 
leiden, das durch eine Letalitatsrate von >45% charakterisiert ist. 

Insbesondere bei polytraumatisierten Patienten (Verkehrsunfalle, Verbrennung, 
schwere Operationen) ist das Erkrankungsrisiko fur den septischen Schock sehr 
hoch. Neben der Infektion von aufien ist das Durchbrechen der Darmbarriere fur 
normalerweise im Darm vorkommende gram-negative Bakterien infolge eines parti- 
ellen Funktionsverlustes des Immunsystems dieser Patienten und somit eine Infek- 
tion von Jnnen" nachzuweisen. 

In mehr als 50% der Erkrankungen iosen gram-negative Bakterien bzw. deren Zell- 
wandbestandteile, die Endotoxine (Lipopolysaccharide, LPS), den septischen 
Schock aus. Das von den Bakterien freigesetzte LPS bindet sich an ein Serumpro- 
tein (LBP), urn danach von den LPS-Rezeptoren der Monocyten/Makrophagen 
(CD14) aufgenommen zu werden. Die so aktivierten CD14+ Zelien produzieren 
Zytokine (TNFa, lnterleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8), die via Zytokin-Rezeptor der Ziel- 
zelle ihre Wirkung ausuben. 

Parallel zur Stimulierung der Monozyten und Makrophagen wird das Komplement- 
system aktiviert. Es ist ein integrierter Bestandteil der immunoiogischen Abwehr der 
Saugetiere zur unmittelbaren und unspezifischen Bekampfung bakterieller Mikroor- 
ganismen und Fremdpartikel. Von den im Blutserum vorkommenden Komplement- 
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proteinen, vorrangig Proenzyme, die durch proteolytische Spaltung aktiviert wer- 
den, spielt das C3-Protein mit einer Serumkonzentration von ca. 1g/l eine zentrafe 
Rolle. Nach Kontakt der Mikroorganismen mit dem C3 wird das Komplementprotein 
C3a abgespalten und durch das entstehende C3b wird einerseits die Bildung der 
C5-Konvertase eingeleitet (alternativer Weg der Komplementaktivierung) und ande- 
rerseits die Reaktion dadurch amplifiziert, indem das C3b durch Anlagerung von 
Serumfaktoren sich zur C3-Konvertase wandelt. Das ebenfalls im Serum vorkom- 
mende Komplementprotein C5 wird durch die nun verstarkt bereitgestellte C5- 
Konvertase proteolytisch unter Bildung von C5a gespalten. An das entstandene 
C5b lagern sich weitere Kompiementproteine (C6-C9) an, bis schluliendlich der 
polymere hydrophobe Membranangriffskomplex (MAK) gebildet wurde, der sich in 
die Bakterienmenbran (Opsonidierung) einlagert und Poren bildet, die zur Phago- 
zytose und damit zur Elimination der Mikroorganismen (und des gebundenen MAK) 
fuhren. Die im Prozeft der Komplementaktivierung freigesetzten Kompfementfakto- 
ren C3a und C5a (Anaphylatoxine) bewirken durch eine Erhdhung der Gefaliper- 
meabilitat und die durch sie induzierte Freisetzung von Chemotoxinen das Anlok- 
ken der phagozytierenden Zellen an den Ort des bakteriellen Befalls. Die Verringe- 
rung der Anzahl an Bakterien bewirkt die Verminderung der Aktivierung des Kom- 
plementsystems. Diese unmittelbare und unspezifische Reaktion ist mit den ande- 
ren immunologischen Abwehrsystemen insofern eng verwoben, als daft beispiels- 
weise durch Komplementfaktoren die Synthese und Freisetzung der fur die zellula- 
re Abwehr essentiellen Zytokine reguliert wird. Urn die inflammatorische Wirkung zu 
vermitteln, werden C3a und C5a an spezifische zellstandige Rezeptoren gebunden, 
die wiederum in Abhangigkeit von der Immunreaktivitat unterschiedlich stark expri- 
miert werden. Urn die Immunabwehr permanent reaktionsbereit zu erhalten, sind 
aktivierte Komplementfaktoren nicht nur nach Befall mit Mikroorganismen nach- 
weisbar, sondern integrierter Bestandteil des Serums von Normalpersonen in einer 
Konzentration von 1 - 10 ng/ml. 

Insbesondere bei einer entwickelten Sepsis, bei akutem Lungenversagen und bei 
moribunden Patienten konnen die Plasmaspiegel der Anaphylatoxine mehr als tau- 
sendfach erhoht sein. 

Fast ausschliefclich auf der Basis von in vitro-Untersuchungen existieren unter- 
schiediichste, meistens unspezifisch wirkende Losungsvarianten, urn die Wirkun- 
gen verschiedener Komplementfaktoren zu eliminieren, die aber wegen der zu er- 
wartenden Nebenwirkungen kaum unter in vivo Bedingungen getestet werden kon- 
nen (z.B. WO-A-98/34959). 
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In ex vivo Verfahren zur Prevention der Komplementaktivierung durch kunstliche, 
extrakorporale Oberflachen (z.B. Oberflachenbeschichtungen) wurde eine unspezi- 
fische Komplementinaktivierung erfolgreich durchgefuhrt. Des weiteren ist aus US 
5,853,722 die selektive Entfernung aktivierter Komplementfaktoren unter Nutzung 
von spezifischen C5 Antikorpern bekannt und sicher auch zu bevorzugen, zumal 
hochaffine Antikorper zwischenzeitlich gegen alle Komponenten des Komplement- 
systems generiert wurden. 

Die aufgezeigte funktionelle Kaskade dient vornehmlich der Eliminierung der in den 
Organismus eingedrungenen Bakterien. Sobaid jedoch eine Diskrepanz zwischen 
der Anzahi und/oder Virulenz der eingedrungenen Bakterien und der Eliminierungs- 
kapazitat des immunsystems (z.B. beim posttraumatischen Immundefizit) auftritt, 
wird eine uberschieftende Aktivierung beobachtet, die nachfolgend von einer mas- 
senhaften Freisetzung von ^Schockmediatoren" (Interleukine, Thrombozytenakti- 
vierunsfaktor (PAF), aber auch Sauerstoffradikale, Prostagfandine und deren Stoff- 
wechseiprodukte) begleitet wird, die die Eliminierungskapazitat fur LPS weiter ein- 
schrankt Zusatzlich werden durch das LPS auch CD14-negative Zellen (z.B. En- 
dothetien) aktiviert, da im Blutplasma losliches CD14 (sCD14) als LPS Fanger vor- 
handen ist, das die Bindung an diese Zellen erleichtert und die Bildung und Freiset- 
zung weiterer Schockmediatoren induziert, die dadurch den Circulus vitiosus ver- 
starken. Da die Schockmediatoren zwar selektiv, aber nicht spezifisch wirken, wer- 
den Funktionseinschrankungen in verschiedenen Zellen und Organen beobachtet 
(Blutgerinnungsystem, Kreislauf, Komplement-System), so dafi die den gesamten 
Organismus befallenen Entzundungsreaktionen die Schockgenese einleiten, die zu 
irreversiblen Organschaden, zum Kreislaufzusammenbruch und zum Tod fiihren. 

Urn diese Funktionskette zu durchbrechen sind unterschiedliche Therapiestrategien 
untersucht worden. 

Die Unterbrechung der Kaskade mit Antikorpern, die die LPS-Bindung an Proteine 
(LBP, sCD14), an den Rezeptor (CD 14), an freigesetzte Zytokine Oder an Zytokin- 
rezeptoren unterbrechen bzw. mit Antagonisten, welche die funktionellen Bereiche 
der Rezeptoren blockieren, erbrachten an verschiedenen tierexperimentellen Sep- 
sismodellen zwar beeindruckende Erfolge, jedoch bis heute liegen keine klinisch 
erprobten, erfolgreichen Preventions- und/oder Therapiestudien vor. 

Die hochgesteckten Erwartungen konnten nicht erfullt werden, da zunehmend er- 
kannt werden mufcte, dali LPS auch Zellen und Gewebe beeinflufct und in ihrem 
Funktionszustand verandert, die durch diese Therapieansatze nicht beeintrachtigt 
werden. Aufcerdem muft berucksichtigt werden, dafc ein durch einen Antikor- 
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per/Antagonisten inaktiviertes LPS (Immunkomplex) eliminiert werden muR, urn 
eine biologische Reaktivitat permanent auszuschliefien. Die Eliminierung ist aber 
auch eine Funktion des Immunsystems, das, da stark geschwacht, dieser Aufgabe 
kaum oder nur sehr unvollkommen nachkommen kann. 

Die Entwicklung des septischen Schocks ist ein sehr dynamisches Geschehen pri- 
mar unterschiedlicher Genese, bei dem innerhalb kurzer Zeit unterschiedliche Me- 
diatoren sehr verschiedene Reaktionen bewirken, die nach anfangiich lebenser- 
haltender Funktion rasch durch Fehlregulation zur Auspragung des septischen 
Schocks fuhren. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, ein modular aufgebautes Immu- 
nadsorptionssystem insbesondere fur die extrakorporaie Detoxifikation zu entwik- 
keln, das es ermoglicht, patientenspezifisch Plasma- und Gewebespiegel zu redu- 
zieren. 

Die Erfindung beruht unter anderem auf der Erkenntnis, daR TNFa eine Schlussel- 
steilung in diesem Regulationssystem einnimmt. Es wird durch unterschiedlichste 
M auftere" Einflusse, wie z.B. Verletzungen, Entzundungen, Infektionen, Septikamie 
u.a. von Makrophagen freigesetzt und induziert tiber eine Zytokinkaskade (IL-1, IL- 
6) eine lokale und systemische Aktivierung des unspezifischen und spezifischen 
Abwehrsystems. Klinisch auRert sich eine massive TNFa-Freisetzung in erhohter 
Kdrpertemperatur, Inappetenz und alien Foigesymptomen einer katabolischen 
Stoffwechsellage. In der Pathogenese der Sepsis scheint in der fruhen Phase die- 
ser Erkrankung die Aktivierung der Makrophagen und damit die TNFa-Freisetzung 
fur das Uberieben des Patienten von essentieller Bedeutung zu sein, wahrend im 
weiteren Veriauf der anhaltende Aktivierungszustand die Dekompensation aller 
Abwehrreaktionen nach sich zieht. 

Die Aufgabe der Erfindung wurde durch einen Immunadsorber zur Sepsistherapie 
gelost. Insbesondere dient der erfindungsgemafce Immunadsorber zur Entfernung 
von Komplementfaktoren und Lipopolysacchariden (LPS) sowie ggf. zur Entfernung 
von weiteren Sepsis-Mediatoren, wie von TNF und Interleukinen aus Kdrperflussig- 
keiten. Er ist gekennzeichnet durch Tragermaterialien aus organischen oder syn- 
thetischen Polymeren, an die sowohl poly- oder monoklonale Antikorper gebunden 
sind, die gegen die Komplementfaktoren C3a und/oder C5a gerichtet sind, als auch 
Antikorper, die gegen Lipopolysaccharide (LPS) gerichtet sind. In einer bevorzugten 
Ausfiihrung sind auch Antikorper, die gegen weitere Sepsis-Mediatoren gerichtet 
sind, an die Trager gebunden. 
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Bevorzugt handelt es sich urn polyklonale Antikorper besonders bevorzugt um avia- 
re Antikorper des Typs IgY. Die Antikorper gegen Sepsis-Mediatoren sind entspre- 
chend des Zustandes der Dysregulation enthalten. 

} Gemaft der Erfindung handelt es sich dabei um Antikorper, die gegen TNF, IL1, 

!L6, IL8 und/oder !L10 gerichtet sind. 

Bevorzugte Antikorper gegen den Komplementfaktor C3a weisen spezifische Akti- 
vitat gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen auf: 

NH 2 -KCCEDGMRQNPMR-COOH 

NH 2 -RFSCQRRTRFISL-COOH 

NH 2 -ITELRRQHARAS-COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen den Komplementfaktor C5a besitzen spezifische Akti- 
vitat gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen: 

NH 2 -QADYKDDDDKLPAE-COOH 
NH 2 -DDKLPAEGLDIENS-COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen IL1o/p besitzen spezifische Aktivitat gegen minde- 
stens eine der folgende Peptidsequenzen 

NH 2 -NCYSENEEDSSSID-COOH 

NH 2 -GAYKSSKDDAKIT-COOH 

NH 2 -WETHGTKNYFTS-COOH 

NH 2 -RISDHHYSKGFRQA-COOH 

NH 2 -VQGEESNDKIPVA-COOH 

NH 2 -ESVDPKNYPKKKMEKRF-COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen IL6 besitzen spezifische Aktivitat gegen mindestens 
eine der folgende Peptidsequenzen 

NH 2 -APHRQPLTSSERIDKQI- COOH 
NH 2 -QNRFESSEEQARA- COOH 
NH 2 -AITTPDPTTNAS- COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen IL10 besitzen spezifische Aktivitat gegen mindestens 
eine der folgende Peptidsequenzen 
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NH 2 -SPGQGTQSENSCT-COOH 
NH 2 -QMKDQLDNLLLKES-CCOH 
NH 2 -MPQAENQDPDIKA-COOH 
NH 2 -LPCENKSKAVEQ-COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen TNFa besitzen spezifische Aktivitat gegen minde- 
stens eine der folgende Peptidsequenzen 

NH 2 -VRSSSRTPSDKPVA-COOH 
NH 2 -KSPCQRETPEGAEAKPW-COOH 

Der erfindungsgemafce Immunadsorber weist als Tragermaterialien an sich ubliche 
Membranen oder Partikel aus organischen oder synthetischen Polymeren auf, so 
z.B. aus Polystyrolen, Kohlenhydraten, wie z.B. Zellufose- oder Agarosederivate, 
oder aus Acrylaten, wobei die spezifischen Antikorper kovalent an diese gebunden 
oder uber Spacer oder Linker an sie fixiert sind. 

Die Herstellung der erfindungsgemafcen Immunadsorber erfolgt durch an sich be- 
kannte Methoden, indem die Antikorper, die gegen C3a und/oder C5a und LPS so- 
wie ggf. gegen weitere Sepsis-Mediatoren gerichtet sind, kovalent oder adsorptiv 
an die Tragermaterialen aus organischen oder synthetischen Polymeren gekoppelt 
werden. 

Die spezifischen Antikorper werden durch an sich bekannte Immunisierung vor- 
zugsweise von Kleinsaugern, wie Mausen, Ratten oder Kaninchen Oder Vogein, wie 
z.B. Huhnern, mit den entsprechenden Antigenen hergestellt. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung der Immunadsorber in Vor- 
richtungen zur Entfernung von Komplementfaktoren, LPS und ggf. von weiteren 
Mediatoren aus Korperflussigkeiten, wie Blutplasma, in Abhangigkeit der patienten- 
spezifischen Situation. 

Bevorzugt werden die Immunadsorber in der Sepsistherapie fur die Plasmapherese 
bei Patienten mit Sepsis oder septischem Schock eingesetzt. 

Obwohl fur die meisten Substanzen Antikorper verfugbar sind, die nach bekannten 
Methoden an die unterschiedlichen Trager gekoppelt werden konnen, werden be- 
vorzugt aviare Antikorper verwendet, da diese im Gegensatz zu Sauger-Antikorpern 
das Komplementsystem nicht aktivieren. Da die aktivierenden Eigenschaften an 
den F c -Teil der Sauger-Antikorper gebunden sind, kann prinzipiell auch das mit Pa- 
pain abgespaltene F ab -Fragment verwendet werden. 
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Nach derzeitigem Kenntnisstand haben immobilisierte aviare Antikorper keinerlei 
unspezifische Wirkungen auf das Abwehrsystem des Menschen. Vogel, vorzugs- 
weise Huhner werden mit ublichen Verfahren ohne Oder mit Verwendung von Adju- 
vantien immunisiert Die spezifischen Immungiobufine werden im Eidotter ausge- 
schieden und konnen hieraus mit ublichen Methoden isoliert werden. Sie werden 
mit bekannten Verfahren kovalent uber den Fc-Teil an Mikropartikel Oder Membra- 
nen gebunden. 

Mit dem erfindungsgemafien Immunadsorptionssystem fur die extrakorporale Deto- 
xifikation steht erstmals ein selektives System zur Verfugung, welches patienten- 
spezifisch einsetzbar ist und durch das Fehlregulationen des Immunsystems beho- 
ben werden konnen. 
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Die Erfindung wird durch folgende Beispiele naher eriautert: 
Beispiel 1 

Herstellung polyklonaler Antikorper mittels immunogener Peptide: 

Mittels einer Festphasensynthese werden die in Tab. 1 aufgelisteten Peptide her- 
gestellt: 



Tabelte 1 



Peptidsequenz 


Antigen 


KCCEDGMRQNPMR 


C3a 


RFSCQRRTRFISL 


ITELRRQHARAS 


QADYKDDDDKLPAE 


C5a 


DDKLPAEGLDIENS 


SPGQGTQSENSCT 


IL10 


QMKDQLDNLLLKES 


MPQAENQDPDIKA 


LPCENKSKAVEQ 


NCYSENEEDSSSID 


IL1a 


GAYKSSKDDAKIT 


WETHGTKNYFTS 


RISDHHYSKGFRQA 


IL1p 


VQGEESNDKIPVA 


ESVDPKNYPKKKMEKRF 


APHRQPLTSSERIDKQI 


IL6 


QNRFESSEEQARA 


AITTPDPTTNAS 


VRSSSRTPSDKPVA 


TNFa 


KSPCQRETPEGAEAKPW 



Diese Peptide werden nach Standardrezeptur kovaient an einen Trager (KLH) ge- 
bunden. Das Konjugat wird in PBS gelost zu gleichen Teilen mit Freund's-Adjuvans 
gemischt. Die einzeine Impfdosis wird so eingestellt, dass sie jeweiis 200pg des 
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zum entsprechenden Antigen gehorenden Peptids enthalt. Mit diesen Gemischen 
werden 15 Wochen alte Junghennen s.c. immunisiert und im Abstand von 4 Wo- 
chen 4 mal geboostert. 



Beispie! 2 

Herstellung polyklonaler Antikorper mittels Lipopolysacchariden (LPS) 

Gereinigte LPS (SIGMA) von E. coli J5 werden in PBS gelost und zu gleichen Tei- 
len mit Freund's-Adjuvans gemischt. Mit diesem Gemisch werden 15 Wochen alte 
Junghennen s.c. immunisiert. Die LPS-Dosis betragt pro fmmunisierung 1 mg LPS. 
Im Abstand von 4 Wochen wird 4 mal geboostert. 



Beispie! 3 

Gewinnung der Antikorper (IgY) aus Eidotter: 

Die Eier aus den Gelegen der immunisierten Hennen werden gesammeit. Nach 
Separation der antikorperhaltigen Eidotter erfolgt die Lagerung bei -20°C. Entspre- 
chend dem Bedarf werden die Dotter aufgetaut und nach folgendem Schema auf- 
bereitet (C.Schwarzkopf, B.Thiele (1996) ALTEX 13 Suppl. 16, 35-3): 



A TBS: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 0,5 M NaCI 

B 10 % (w/v) Dextransulfat in A Losungen 

C 1 M CaCI 2 

D 0,5 M EDTA, pH 7,5 

E gesattigte Ammoniumsulfat-Losung 

Das Eigelb (entspricht einem Volumen von 10 - 20 ml/Eigelb) wird in 100 ml TBS je 
Eigelb suspendiert. Lipide und Lipoproteine werden mit Dextransulfat (6 ml B je 100 
ml TBS/Eigelb-Suspension) und Ca~ (15 ml C je 100 ml TBS-Eigelb-Suspension) 
gefallt, 30 bis 60 Min. bei Raumtemperatur geruhrt und mit 5.000 g abzentrifugiert. 
Das Pellet wird mit einem kleinen Volumen TBS (ca. 20 mlg/Eigelb) gewaschen und 
wieder zentrifugiert 
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Die vereinigten Uberstande werden durch ein Papierfilter filtriert, dann wird zum 
Fiitrat 0,5 M EDTA bis zu einer Endkonzentration von ca. 30 mM EDTA (6 ml je 100 
ml) gegeben, um restliche Ca ++ -lonen zubinden. Anschliefiend wird der Uberstand 
mit 24,3 g Ammoniumsulfat je 100 ml (entspricht 40% Sattigung) versetzt und 30 
min. bei +4° C inkubiert. Der entstandene Niederschlag (IgY) wird zuerst mit 30% 
(NH 4 ) 2 S0 4 (30 ml E + 70 ml dest. Wasser) gewaschen, zentrifugiert, dann im 
kieinstmoglichen Volumen TBS gelost (ca. 10 ml / eingesetztes Eigelb) und gegen 
TBS dialysiert. 

Der Gehalt an IgY wird photometrisch bei 275 nm bestimmt. 
Beispiel 4 

a) Aktivierung eines Tragers: 

Die nach Beispiel 3 gereinigten IgY werden kovalent an einen geeigneten Trager 
gebunden. Dazu kann z.B. Sepharose wie nachstehend beschrieben, aktiviert wer- 
den (H.-F.Boeden, W.Buttner, C.Rupprich, D.Buttner, S.Heinrich, M.Becker, 
M.Holtzhauer (1992) Makromol. Chem. 193, 865-887): 

Der Agarose-Trager wird stufenweise, d.h. durch eine um 20 % schrittweise sich er- 
hohende Menge an Aceton uberfuhrt. Zum Schlufc wird der Trager in einem funffa- 
chen Bettvolumen mit wasserfreiem Aceton in einem verschlossenen Gefali uber 
Nacht stehen gelassen und nochmals mit 5 bis 10 Vol. wasserfreiem Aceton gewa- 
schen und kurz auf einer G2-Fritte abgesaugt. Zu 10 ml sedimentiertem Trager 
werden 400 mg N-(Chiorcarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid (CICOONB) in 
10 ml wasserfreiem Aceton p.a. gegeben. Unter Schiitteln wird innerhalb von 15 
Minuten eine Losung von 280 pi Triethylamin und 20 mg 4-Dimethylamino-pyridin 
(DMAP) in 5 ml trockenem Aceton tropfenweise zugegeben (Molverhaltnis 
CICOONB :Triethylamin:DMAP 1:1,2:0,1). Man schuttelt anschlieliend weitere 15 
Minuten und wascht dann den Trager mit ca. 200 ml wasserfreiem Aceton. 

b) Kopplung der IgY an einen festen Trager 

Die nach Beispiel 4a) aktivierte Polysaccarid-Matrix (Gel) wird stufenweise in ein 
waliriges Medium uberfuhrt und dann sofort in die Kopplungslosung, die den Li- 
ganden enthalt, eingeruhrt. Als Kopplungspuffer wird Citratpuffer pH 4,2 verwendet. 
Die Kopplung erfolgt unter leichtem Schutteln 2 h bei Raumtemperatur. Freie Bin- 
dungen werden anschlieftend durch Zugabe von Ethanolamin blockiert. In der Tab. 
2 sind die konkreten Bedingungen fur die einzeinen Antikorper dargestellt. 
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Tabelle 2 



OCf INI . 


Chicken- 
Ak (IgY) 


mg 


my/rnl 


AK- 

Losung 

/ m i\ 
tmij 


ml Kop- 
plungs- 
puner (oi- 
xrai, u,i ivi, 
dH 4 2) 


Ethanolamin 
1 M (ml) 


feuchtes 
Gel (g) 


1 


ChalLI 


9,5 


13,5 


0,7 


4.3 


0,5 


5,55 


2 


ChalL6 


9,8 


9,8 


1,0 


4,0 


0,5 


5,58 


3 


ChalLIO 


9,2 


7,4 


1,2 


3.8 


0,5 


5,55 


4 


ChaTNF 


11,0 


11,6 


1,0 


4,1 


0,5 


5,5$ 


5 


ChaLPS 


11,6 


13,7 


0,9 


4,2 


0,5 


5,60 


6 


ChaC3a 


6,9 


10,7 


0,6 


4,4 


0,5 


5,57 


7 


ChaCSa 


11.3 


11,1 


1,0 


4,0 


0,5 


5,55 


8 


Kontrolle 


0,0 


0,0 


0,0 


5.0 


0,5 


5,61 



Beispiel 5 

Die nach Beispiel 4 immobilisierten Antikorper werden benutzt, um aus flussigen 
Medien wie Pufferlosungen, Serum oder Blutplasma Lipopolysaccharide, lnterleu- 
kine t TNF oder Komplementfaktoren zu entfernen. 

Dazu werden die Trager gewaschen, in einen physioiogischen Puffer (PBS) uber- 
fuhrt und luftblasenfrei in Plastik- oder Glassaulen gepackt. Die Anordnung wird 
durch Anschiufi an eine Chromatografieeinrichtung komplettiert. Das zu adsorbie- 
rende Probenmaterial (mit den Antigenen dotierter Puffer, Serum- oder Blutplasma- 
proben, dotiert oder mit naturlichem Antigengehalt) kann nun durch Schwerkraft 
oder mit einer geeigneten Pumpe uber die immobilisierten, fur die aufgefuhrten An- 
tigene spezifischen Antikorper geleitet werden. Die vorhandenen Antigene werden 
von den IgY erkannt, fest gebunden und somit aus dem die Sauie durchstromenden 
Medium entfernt. Der Nachweis der Wirksamkeit erfolgt durch Analyse (ELISA) des 
Saulendurchlaufs, dessen Antigengehalt vermindert ist. Nach Waschen der Sauie 
mit physiologischem Puffer erfolgt die Desorption des gebundenen Antigens mit 
geeigneten Elutionsmitteln (0,1 M Citratpuffer pH 3), Fraktionierung und Analyse 
des Eluates. Der quantitative Nachweis der Antigene wird zur Kapazitatsbestim- 
mung des Immunosorbents genutzt. 
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Patentanspruche 

1 . Immunadsorber zur Sepsistherapie gekennzeichnet durch 
Tragermaterialien aus organischen oder synthetischen Polymeren mit gebun- 
denen poly- oder monoktonalen Antikorpern, die gegen die Komplementfakto- 
ren C3a und/oder C5a und gegen Lipopolysaccharide (LPS) sowie ggf. mit An- 
tikorpern, die gegen weitere Sepsis-Mediatoren gerichtet sind. 

2. Immunadsorber nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft 
die Antikorper polyklonale Antikbrper sind. 

3. Immunadsorber nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Antikorper aviare Antikorper des Typs IgY sind. 

4. Immunadsorber nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft 
weitere Antikorper gegen Sepsis-Mediatoren entsprechend des Zustandes der 
Dysregulation enthalten sind. 

5. Immunadsorber nach Anspruch 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
diese Antikorper gegen TNF, IL1, IL6, 1L8 und/oder IL10 gerichtet sind. 

6. Immunadsorber nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die gebunde- 
nen Antikorper gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen der 
Komplementfaktoren C3a und C5a 

C3a: NH 2 -KCCEDGMRQNPMR-COOH 
NH 2 -RFSCQRRTRFISL-COOH 
NH 2 -ITELRRQHARAS-COOH 

C5a: NH 2 -QADYKDDDDKLPAE-COOH 
NH 2 -DDKLPAEGLDIENS-COOH 

gerichtet sind. 

1. Immunadsorber nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die gebunde- 
nen Antikorper gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen der In- 
terleukine 1a und ip 
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IL1 a: NH2-NCYSENEEDSSSID-COOH 

NH 2 -GAYKSSKDDAKlT-COOH 

NH 2 -WETHGTKNYFTS-COOH 
IL1 p: NH 2 -RISDHHYSKGFRQA-COOH 

NH 2 -VQGEESNDKIPVA-COOH 

NH 2 -ESVDPKNYPKKKMEKRF-COOH 

gerichtet sind. 

8. Immunadsorber nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die gebunde- 
nen Antikorper gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen des 
Interleukin 6 

IL6: NH r APHRQPLTSSERIDKQI- COOH 
NH 2 -QNRFESSEEQARA- COOH 
NH 2 -AITTPDPTTNAS- COOH 

gerichtet sind. 

9. Immunadsorber nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dali die gebunde- 
nen Antikorper gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen des 
interleukin 10 

IL10: NH 2 -SPGQGTQSENSCT-COOH 
NH 2 -QMKDQLDNLLLKES-CCOH 
NH 2 -MPQAENQDPDIKA-COOH 
NH 2 -LPCENKSKAVEQ-COOH 

gerichtet sind. 



10. Immunadsorber nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die gebunde- 
nen Antikorper gegen mindestens eine der folgenden Peptidsequenzen 

TN Fa: N H 2 - VRSSS RTPSD KP VA-COOH 

NH 2 -KSPCQRETPEGAEAKPW-COOH 

gerichtet sind. 

11. Immunadsorber nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das organische oder synthetische Tragermaterial aus Membranen Oder Parti- 
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keln aus Polystyrolen, Kohlenhydraten, wie Zelluiose- Oder Agarosederivaten, 
oder Acrylaten besteht. 

12. Immunadsorber nach den Anspruchen 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft 
die spezifischen Antikorper kovalent an die Membranen oder Partikel gebunden 
sind. 

13. Immunadsorber nach den Anspruchen 1 bis 1 1 1 dadurch gekennzeichnet, daft 
die Antikorper uber Spacer oder Linker an die Tragermaterialien fixiert sind. 

14. Verfahren zur Herstellung von Immunadsorbern gemaft Anspruch 1 bis 13, da- 
durch gekenzeichnet, daft an Tragermaterialen aus organischen oder syntheti- 
schen Poiymeren Antikorper, die gegen C3a und/oder C5a und LPS sowie ggf. 
gegen weitere Sepsis-Mediatoren gerichtet sind, kovaient oder adsorptiv ge- 
koppelt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft die Antikorper 
durch Immunisierung vorzugsweise von Kleinsaugern, wie Mausen, Ratten 
oder Kaninchen, oder Vogeln, wie Huhnern, mit den entsprechenden Antigenen 
hergestellt werden. 

16. Verwendung von Immunadsorbern gemaft Anspruch 1 bis 13 als wirksamer 
Bestandteil einer Vorrichtung zur Entfernung von Komplementfaktoren, LPS 
und ggf. weiteren Mediatoren in patientenspezifischer Kombination aus Korper- 
fiussigkeiten. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daft die Immu- 
nadsorber fur die Plasmapherese bei Patienten mit Sepsis oder septischem 
Schock sowie anderen Krankheiten, die mit Entzundungen einhergehen, einge- 
setzt werden. 



